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(54) GANZZELL-BASIERTE BIOHYBRIDKATALYSATOR-SYSTEME

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft ein Biohybrid-
katalysator-System, umfassend oder bestehend aus (a)
einer intakten, nicht-menschlichen Zelle und (b) einem
oder mehreren künstlichen Metalloenzym(en) beste-
hend aus (b1) einem Proteingerüst und (b2) einem an
das Proteingerüst angebundenen, katalytisch aktiven
Metallkomplex, wobei das/die Metalloenzym(e) in der
Zellmembran verankert und/oder an der Zelloberfläche
der Zelle angebunden ist/sind. Gemäß weiteren Aspek-
ten betrifft die vorliegende Erfindung ebenfalls ein Ver-
fahren zur Herstellung eines solchen Biohybridkatalysa-
tor-Systems und die Verwendung eines solchen Biohy-
bridkatalysator-Systems als Katalysator zur Katalyse
von chemischen Reaktionen.



EP 3 348 326 A1

2

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft gemäß einem primären Aspekt ein Biohybridkatalysator-System, umfassend
oder bestehend aus (a) einer intakten, nicht-menschlichen Zelle und (b) einem oder mehreren künstlichen Metalloen-
zym(en) bestehend aus (b1) einem Proteingerüst und (b2) einem an das Proteingerüst angebundenen, katalytisch
aktiven Metallkomplex (wie nachfolgend definiert), wobei das/die Metalloenzym(e) in der Zellmembran verankert
und/oder an der Zelloberfläche der Zelle angebunden ist/sind.
[0002] Gemäß weiteren Aspekten betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung des erfindungsge-
mäßen Biohybridkatalysator-Systems, ein Verfahren zur Katalyse einer chemischen Reaktion und die Verwendung des
erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systems als Katalysator zur Katalyse einer chemischen Reaktion.
[0003] Weitere Aspekte der vorliegenden Erfindung ergeben sich aus der nachfolgenden Beschreibung, insbesondere
den Beispielen, sowie den beigefügten Patentansprüchen.
[0004] Biohybridkatalysatoren stellen eine Klasse von Katalysatoren dar, die aus Übergangsmetallkomplexen gebun-
den an Biomoleküle, beispielsweise Proteine, bestehen. Biokatalytische Umsetzungen werden dabei verbunden mit
umgebungskontrollierten Reaktionen hoher katalytischer Aktivität und Selektivität und milden Reaktionsbedingungen.
Übergangsmetallkatalyse hingegen zeichnet sich durch Kontrolle mittels physikalischer Parameter aus und zeigt hohe
Vielfalt an verwendbaren Lösungsmitteln und Metallen für verschiedenste Reaktionen. Die Verbindung der komplemen-
tären Eigenschaften der Protein-Liganden-Sphäre mit hochaktiven Metallkomplexen ermöglicht daher die Bereitstellung
bio-anorganischer Katalysatoren, die Metallkomplexe mit höherer Selektivität ausstatten, Reaktionen beschleunigen
und systematische Verbesserungen erlauben.
[0005] Biohybridkatalysatoren ermöglichen durch diese einzigartige Kombination erfolgreicher Prinzipien der Bioka-
talyse mit denen der homogegen chemischen Katalyse eine Vielzahl neuer selektiver Reaktionen. Sie stellen eine eigene
Katalysatorklasse dar, die in der Natur nicht biokatalytisch verwendete Metalle mit der spezifischen Umgebung von
Proteinen (Substratorientierung durch 20 Bausteine in Form von Aminosäuren spezifisch im Raum) für Selektivität
zugänglich machen kann. Letzteres ist unerreicht mit chemischer Synthese trotz verschiedener Ansätze in der supra-
molekularen Katalyse.
[0006] Das in der chemischen Katalyse eingesetzte, synthetisch oft herausfordernde Finetuning der vergleichsweise
kleinen Metall-assoziierten Liganden erlaubt nur eine eingeschränkte Kontrolle von Substratorientierungen. Bisher ver-
lässt man sich für die Optimierung von Übergangsmetallkatalysatoren für Aktivität, Spezifität und Selektivität so gut wie
ausschließlich auf das Finetuning der Metall-assoziierten Liganden der ersten Ligandensphäre. Die Vorgehensweise
zur Verbesserung der Katalysatoreigenschaften besteht dabei im Wesentlichen aus der Identifikation aktiver Metallkom-
plexe, dem Einführen und Testen kleiner Veränderungen (z.B. von -OH-Gruppen; sterischer Abschirmung etc.) sowie
dem Überprüfen verwandter Strukturen. Kleine Liganden ermöglichen jedoch keine spezifische Substratbindung und
können daher keine umfassende sterische Kontrolle der Reaktion gewährleisten.
[0007] Die Anbindung von Metallkomplexen an Proteine kann durch dative oder supramolekulare Wechselwirkungen
erfolgen, sowie durch kovalente Modifizierung von und Anbindung durch Aminosäureseitenketten. Besonders Letzteres
erlaubt eine definierte Bindung und Orientierung der Metallkomplexe innerhalb der Proteinumgebung auch bei umfas-
senden Änderungen der Umgebung mittels Protein Engineering.
[0008] Beim derzeitigen Stand der Technik ist der industrielle Einsatz der Biohybridkatalysatoren bisher eingeschränkt
durch zu hohe Kosten bei der Synthese, vor allem auf Grund der nötigen Reinigung der Proteine vor der Bindung der
katalytischen Komplexe. Der Einsatzbereich der Biohybridkatalysatoren ist zudem meist auf ihre natürliche Stabilitätsum-
gebung beschränkt, so dass die Verwendung organischer Lösungsmittel, extremer pH-Werte und hoher Temperaturen
sowie nicht wasserlöslicher Substrate dem Reaktionsspektrum enge Grenzen setzt. Das Potential von Protein Enginee-
ring zur Verbesserung von Stabilität, Aktivität und Selektivität wird mit den bisher verfügbaren isolierten Proteinstrukturen
nicht ausgenutzt, da keine Hochdurchsatzdurchmusterungsmethoden verfügbar sind. Die bisher eingesetzten Methoden
zur Generierung von Diversität beschränken sich daher auf einzelne Positionsmutationen (SDM) oder Einzelpositions-
saturierungen (SSM) basierend auf bekannten Kristallstrukturen.
[0009] Bisher durchgeführte Protein Engineering-Ansätze mit Biohybridkatalysatoren in ganzen Zellen beschränken
sich derzeit zudem auf lösliche Proteine im Cytoplasma (Wilson, Y. M.; Dürrenberger, M.; Nogueira, E. S.; Ward, T. R.,
JACS, 2014, 136 (25), 8928-8932; Dürrenberger, M.; Heinisch, T.; Wilson, Y. M.; Rossel, T.; Nogueira, E.; Knörr, L.;
Mutschler, A.; Kersten, K.; Zimbron, M. J.; Pierron, J.; Schirmer, T.; Ward, T. R, Angewandte Chemie (International Ed.
in English) 2011, 50 (13), 3026-3029.) oder die Expression von Biohybridkatalysatoren im Periplasma von E. coli (M.
Jeschek et al., Nature 2016, 537, 661-665). Dieser Ansatz ist jedoch limitiert durch die begrenzten Aufnahmefähigkeiten
von Metallkomplexen und Substraten durch die Zellen. Zusätzlich ist die überwiegende Anzahl der Übergangsmetal-
lkomplexe sehr empfindlich gegenüber nukleophilen Angriffen durch Zellplasmabestandteile (wie z.B. Glutathion), was
zum Verlust der Aktivität des Katalysators führt.
[0010] Primäre Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, Biohybridkatalysator-Systeme bereitzustellen, die
die oben genannten Probleme des Standes der Technik überwinden, insbesondere die Bereitstellung von kostengüns-
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tigen Biohybridkatalysator-Systemen, die die Umsetzung auch von nicht-wasserlöslichen bzw. nur zum Teil wasserlös-
lichen Substraten unter Verwendung organischer Lösungsmittel, extremeren pH-Werten und höheren Temperaturen
als in natürlicher (Protein-)Reaktionsumgebung ermöglichen.
[0011] Zudem war es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Biohybridkatalysator-Systeme bereitzustellen, die
dem Protein Engineering zur Verbesserung von Stabilität, Aktivität und Selektivität der Systeme zugänglich sind. Im
Protein Engineering können durch Gelenkte Evolution mittels Simultansaturierungsmethoden (OmniChange) bis zu 3,2
Millionen Varianten pro Tag generiert werden. Die bisher entwickelten Biohybridkatalysatoren (basierend auf Streptavidin
und Serumalbuminen) sind das Produkt umfassender Optimierungen, jedoch wurden Protein Engineering-Konzepte
bisher nicht konsequent verfolgt. Die Hauptlimitierung ist dabei die Gewinnung ausreichender Biohybridkatalysatormen-
gen für Synthese, Reinigung, Charakterisierung und Katalyse.
[0012] Überraschenderweise wurde in, im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgeführten, Studien nun heraus-
gefunden, dass der Einsatz von Biohybridkatalysatoren in Ganzzellsystemen die Verwendung von State-of-the-art-
Methoden der Gelenkten Evolution erlaubt, die es möglich macht, die Proteinumgebung des Übergangskatalysators
maßzuschneidern. Dies ermöglicht es, die Stabilität, Selektivität und Aktivität des Biohybridkatalysators stark zu ver-
bessern und das Synthesepotential von in der Natur nicht eingesetzten Metallen voll auszuschöpfen.
[0013] Analog zu den bereits überwiegend eingesetzten Ganzzell-Katalysatoren im industriellen Maßstab (z.B. in der
Synthese von Acrylamid aus Acrylnitril) erlauben die hierin beschriebenen Systeme (im Gegensatz zu isolierten Biohy-
bridkatalysatoren) zudem kostengünstige Verfahren in Lösung. Die ganzen Zellen ermöglichen des Weiteren den Schutz
der Proteinstruktur vor denaturierenden Bedingungen (z.B. durch Änderungen im pH-Wert, der Umgebungstemperatur
oder die Präsenz organischer Lösungsmittel) und benötigen keine vorhergehende Aufreinigung.
[0014] Die oben genannten Aufgaben werden daher erfindungsgemäß gelöst durch ein Biohybridkatalysator-System,
umfassend oder bestehend aus

(a) einer intakten, nicht-menschlichen Zelle und

(b) einem oder mehreren künstlichen Metalloenzym(en) bestehend aus

(b1) einem Proteingerüst und

(b2) einem an das Proteingerüst angebundenen, katalytisch aktiven Metallkomplex, enthaltend ein Übergangs-
metall, vorzugsweise ein Metall ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus Ruthenium, Rhodium, Cobalt,
Kupfer, Iridium, Mangan, Palladium und Platin,

wobei das/die Metalloenzym(e) in der Zellmembran verankert und/oder an der Zelloberfläche der Zelle angebunden
ist/sind und
wobei der Metallkomplex ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus organometallischen Katalysatoren, vorzugsweise
Grubbs-Hoveyda-Katalysatoren, Rh-Cyclopentadien-Katalysatoren, Rh-Carben-Katalysatoren, Cu-Carben-Katalysato-
ren, Cu-Terpyridin-Katalysatoren, Cu-Phenanthrolin-Katalysatoren, Cu-Pyren-Katalysatoren, Co-Terpyridin-Katalysa-
toren, Pt-Terpyridin-Katalysatoren, Pt-Carben-Katalysatoren, Pd-Terpyridin-Katalysatoren, Pd-Carben-Katalysatoren,
Ir-Carben-Katalysatoren und Mn-Cyclopentadienyl-Katalysatoren.
[0015] Gemäß einer bevorzugten Ausführungsform ist/sind das/die künstliche(n) Metalloenzym(e) (b) bzw. ist das
Proteingerüst (b1) Bestandteil der intakten, nicht-menschlichen Zelle (a), vorzugsweise Bestandteil der äußeren Zell-
membran der intakten, nicht-menschlichen Zelle (a).
[0016] Insgesamt ist es bevorzugt, wenn das/die Metalloenzym(e) (b) überwiegend, bevorzugt ausschließlich, zumin-
dest nahezu ausschließlich, in der Zellmembran verankert und/oder an der Zelloberfläche der Zelle angebunden ist/sind
- und nicht in der Zelle, insbesondere nicht im Cytosol, vorliegen.
[0017] Gemäß einer weiteren bevorzugten Ausführungsform, ist/sind das/die Metalloenzym(e) (b) so in der Zelle
verankert bzw. an der Zelle angebunden, dass es/sie auf der Zelloberfläche bzw. an der Zellaußenseite für Reaktionen
verfügbar ist/sind bzw. an der Zellaußenseite (vorzugsweise an der Zelloberfläche) katalytisch aktiv sein kann/können.
[0018] Gemäß einer bevorzugten Ausführungsform, besitzt das Proteingerüst (b1) für sich allein (d.h. ohne den an
das Proteingerüst angebundenen, katalytisch aktiven Metallkomplex (b2)) keine katalytische Aktivität.
[0019] Im Rahmen des vorliegenden Textes handelt es sich bei dem katalytisch aktiven Metallkomplex um einen
metallorganischen Katalysator (wie vorangehend definiert), in dem (mindestens) ein Metall(ion) wie vorangehend definiert
von den oben definierten organischen Liganden komplexiert vorliegt.
[0020] Die Anbindung eines solchen katalytisch aktiven Metallkomplexes an ein freies, d.h. nicht in der Zellmembran
verankertes und/oder an der Zelloberfläche der Zelle angebundenes, Proteingerüst wird beispielsweise durch die fol-
gende Publikation offenbart: Fukumoto, K., Onoda, A., Mizohata, E., Bocola, M., Inoue, T., Schwaneberg, U., Hayashi,
T., Rhodium-Complex-Linked Hybrid Biocatalyst: Stereo-Controlled Phenylacetylene Polymerization within an Engi-
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neered Protein Cavity, ChemCatChem 2014, 6, 1229-1235.
[0021] In einem System, in dem das/die künstliche(n) Metalloenzym(e) in der Zellmembran verankert und/oder an der
Zelloberfläche der Zelle angebunden ist/sind, ist es wahrscheinlich, dass die Faltung des Proteingerüsts beim Einbau
in die Zellmembran bzw. bei der Anbindung an die Zelloberfläche verändert wird im Vergleich zur Faltung des freien
Proteingerüsts. Eine veränderte Faltung des Proteingerüsts würde eine Anbindung des katalytisch aktiven Metallkom-
plexes am Proteingerüst bzw. die Substratzugänglichkeit zum angebundenen Metallkomplex negativ beeinflussen, was
einen Verlust oder eine Verschlechterung der katalytischen Aktivität des Systems zur Folge hätte. Auch die Anbindung
des katalytisch aktiven Metallkomplexes am in der Zellmembran verankerten bzw. an die Zelloberfläche gebundenen
Proteingerüst kann eine Veränderung der Faltung des Proteingerüsts bewirken. Zudem kann die Orientierung des in
der Zellmembran verankerten bzw. an die Zelloberfläche gebundenen Proteingerüsts unter Umständen die Anbindung
des katalytisch aktiven Metallkomplexes am Proteingerüst behindern bzw. die Zugänglichkeit für Substrate des Systems
negativ beeinflussen (durch eine geringere Orientierungsmöglichkeit im Vergleich zum freien Protein). Überraschender-
weise trat keiner dieser Nachteile im oben beschriebenen, erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-System auf.
[0022] In dem vorteilhaften Fall, dass die Verankerung des Proteingerüsts in der Zellmembran bzw. dessen Anbindung
an der Zelloberfläche und die Anbindung des katalytisch aktiven Metallkomplexes an das gebundene Proteingerüst
keinen Einfluss auf die katalytische Aktivität des Systems und die Zugänglichkeit des Substrats hat, könnte durch die
Verankerung / Anbindung dennoch die Selektivität des Systems in chemischen Reaktionen durch Änderung der Prote-
inumgebung und damit der sterischen Bedingungen um das aktive Metallzentrum verändert werden. In diesem Fall
würden stereoselektive Reaktionen (wie weiter unten beschrieben) überhaupt nicht mehr oder mit verschlechterter
Ausbeute und/oder verschlechterter Stereoselektivität ablaufen. Auch keiner dieser Nachteile wurde überraschender-
weise im erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-System beobachtet.
[0023] Es ist des Weiteren bekannt, dass der Einbau von Membranproteinen in Zellmembranen die Zellmembranen
leicht durchgängig für verschiedene Substanzen machen kann (von innen nach außen und vice versa), wodurch toxische
Stoffe aus dem Inneren der Zelle an die Zellmembran bzw. Zelloberfläche gelangen können. Daher lag die Vermutung
nahe, dass auch Stoffe aus der Zelle austreten können, die das/die künstliche(n) Metalloenzym(e) negativ beeinflussen
können. Überraschenderweise trat jedoch auch dieser Effekt im erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-System nicht
auf.
[0024] Die Verwendung der erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systeme in der industriellen Stoffproduktion
(z.B. als Katalysatoren bei der Herstellung von Pharma-Intermediaten) ist besonders vorteilhaft, da sie die Entwicklung
kostengünstiger Biohybridkatalyseprozesse ermöglicht.
[0025] Biohybridkatalyseprozesse minimieren vorteilhafterweise im Vergleich zur klassischen Übergansmetallkatalyse
(z.B. basierend auf Ru, Rh oder Pd-Übergangsmetallkomplexen) die Aufarbeitungskosten und -zeit stark, da die Ab-
trennung des in ganzen Zellen inkorporierten Katalysators sehr einfach, vorliegend vorzugsweise durch Abzentrifugieren
des erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systems, erfolgt.
[0026] Moderne aktive Pharmazeutika (API) lassen für den Einsatz im Menschen einen maximalen Metallgehalt von
20-200 ppm zu. Die Metallentfernung ist dabei nicht trivial, da neuere pharmazeutische Wirkstoffe meist elektronen-
paarreiche, heterozyklische Verbindungen sind, die als starke Metallchelate bekannt sind (Magano, Javier, "Large-Scale
Applications of Transition Metal Removal Techniques in the Manufacture of Pharmaceuticals", In Transition Metal-
Catalyzed Couplings in Process Chemistry, 313-355, Wiley-VCH, 2013). Bei den erfindungsgemäßen Biohybridkata-
lysator-Systemen ist eine zusätzliche aufwändige Reinigung des Produktes von Metallrückstanden vorteilhafterweise
nicht erforderlich, da die Biohybridkatalysator-Systeme mitsamt ihrer metallischen Katalyse-Komponente (b2) - dem an
das Proteingerüst angebundene, katalytisch aktiven Metallkomplex - effizient durch z. B. Zentrifugieren abgetrennt
werden können.
[0027] Biohybridkatalysatoren ermöglichen das Synthesepotential von in der Natur nicht eingesetzten Übergangsme-
tallen auszuschöpfen. Durch Lyophillisierung und definierte Rehydrierung der erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-
Systeme kann der Einsatz in der industriellen Stoffproduktion vorteilhafterweise nicht nur in Wasser, sondern auch in
(organischen) Lösungsmitteln erfolgen.
[0028] Die Verankerung des/der künstlichen Metalloenzyms/enzyme (b) in der Zellmembran der intakten, nicht-
menschlichen Zelle (a) stabilisiert vorteilhafterweise das/die Metalloenzym(e) und erweitert dadurch die Anwendungs-
möglichkeiten und die Reaktionsvielfalt des erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systems bis zu reinem Lösungs-
mittel oder Verfahren in denen direkt das Substrat als Lösungsmittel verwendet wird. Vorteilhafterweise wird/werden
durch die besagte Verankerung und Stabilisierung des/der Metalloenzyms/enzyme (b) der Anwendungsbereich des
erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systems auf höhere Temperaturen und/oder extremere pH-Werte (beispiels-
weise stärkere Abweichungen von neutralem pH-Wert in den sauren oder basischen pH-Bereich) als solche, die in
natürlicher Proteinumgebung - insbesondere innerhalb lebender Zellen - herrschen, erweitert.
[0029] Die erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systeme mit Zelloberflächenanbindung und/oder Membranex-
pression und/oder -verankerung des/der Metalloenzyms/enzyme ermöglichen des Weiteren vorteilhafterweise höhere
Katalysator-Aktivitäten durch die hohe Zugänglichkeit der aktiven Komponenten an der Zelloberfläche.
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[0030] Da das/die Metalloenzym(e) (b) in den erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systemen so in der Zelle
verankert bzw. an der Zelle angebunden bzw. orientiert ist/sind, dass es/sie auf der Zelloberfläche bzw. an der Zellau-
ßenseite für Reaktionen verfügbar ist/sind bzw. an der Zellaußenseite (vorzugsweise an der Zelloberfläche) katalytisch
aktiv sein kann/können, liegt vorteilhafterweise keine Diffusionsbarriere durch die äußere Zellmembran, die üblicherweise
die Substrataufnahme verhindert oder stark verringert, vor.
[0031] Zudem kann in den erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systemen eine deutlich höhere Katalysatorbe-
ladung des Proteingerüsts (b1) - und damit des gesamten Biohybridkatalysator-Systems - vorliegen, wenn die vorzugs-
weise kovalente Verankerung des katalytisch aktiven Metallkomplexes (b2) im Proteingerüst (b1) bei basischem pH-
Wert erfolgt.
[0032] Das erfindungsgemäße Biohybridkatalysator-System umfassend in der Zellmembran verankerte und/oder an
der Zelloberfläche der Zelle angebundene Metalloenzyme (b) ermöglicht vorteilhafterweise unterschiedlichste Bedin-
gungen der unmittelbaren Katalysatorumgebung (z.B. betreffend pH-Wert, Lösemittel oder Temperatur).
[0033] Das erfindungsgemäße Biohybridkatalysator-System, bei welchem das/die Metalloenzym(e) (b) bzw. das Pro-
teingerüst (b1) in der Zellmembran verankert und/oder an der Zelloberfläche der Zelle angebunden ist/sind, beschränkt
sich vorteilhafterweise nicht auf den Einsatz von besonders säure- und oxidationsbeständigen Proteingerüsten, die z.B.
für die geringen pH-Werte im Periplasma notwendig wären.
[0034] Die Optimierung der Katalysatoreigenschaften des erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systems mittels
Protein Engineering ermöglicht vorteilhafterweise das Generieren einer Vielzahl an Biohybridkatalysatorvarianten (>105)
und deren effiziente Durchmusterung.
[0035] Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systems ist, dass es nach einer katalytischen
Reaktion durch, z.B. Zentrifugation, einfach vom Reaktionsgemisch abgetrennt und wiederverwertet werden kann. Die
Zellen (a) des Biohybridkatalysator-Systems müssen zudem vorteilhafterweise zur Gewinnung des Katalyseproduktes
nicht zerstört werden, da die Produkte an der Zellaußenseite generiert werden. Dadurch kann das Biohybridkatalysator-
System nach der Reaktion einfach und effizient vom synthetisierten Produkt abgetrennt und ggf. wiederverwendet
werden.
[0036] Eine weitere bevorzugte Ausführungsform betrifft ein Biohybridkatalysator-System wie vorangehend definiert,
wobei die Zelle ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus Bakterienzellen, vorzugsweise gram-negativen Bakteri-
enzellen, wie E. coli und Pseudomonas.
[0037] Der Einsatz gram-negativer Bakterienzellen als intakte, nicht-menschliche Zelle des erfindungsgemäßen Bio-
hybridkatalysator-Systems ist besonders vorteilhaft, da diese sehr gut erforschte und etablierte Zellsysteme sind, die
durch ihren strukturellen Aufbau zudem besonders gut geeignet für die funktionale Einlagerung (d.h. Verankerung oder
Anbindung) der Gerüstproteine an bzw. in die äußere Zellmembran sind.
[0038] Unter einer "intakten" Zelle ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine Zelle zu verstehen, die wenigstens
eine intakte Zellmembran und/oder Zellwand aufweist.
[0039] Vorzugsweise weist das erfindungsgemäße Biohybridkatalysator-System in der äußeren Zellmembran eine
hohe Dichte an künstlichen Metalloenzymen auf, um eine möglichst hohe Katalysatoraktivität des Biohybridkatalysator-
Systems zu gewährleisten. Bevorzugt ist eine Oberflächenbeladung von mindestens 10.000 künstlichen Metalloenzy-
men, vorzugsweise mindestens 20.000, besonders bevorzugt mindestens 30.000 oder gar mindestens 100.000, pro
Zelle.
[0040] Neben den oben erwähnten gram-negativen Bakterienzellen eigen sich für das erfindungsgemäße Biohybrid-
katalysator-System prinzipiell ebenso gram-positive Bakterien, wie Bacillus-Stämme, da gram-positive Bakterien mit
ihrer Cytoplasmamembran ebenfalls über eine Zellmembran verfügen. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung können
beispielsweise Corynebakterien als Zellen verwendet werden.
[0041] Eine weitere bevorzugte Ausführungsform betrifft ein Biohybridkatalysator-System wie vorangehend definiert,
wobei das Proteingerüst ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus Transmembranproteinen und löslichen Proteinen,
vorzugsweise solchen mit beta-Fassstruktur, vorzugsweise solche mit 6 bis 24 beta-Faltblättern, bevorzugt FhuA (Ferric
hydroxamate uptake protein component A) oder Nitrobindin, membranständigen oder verankerten Proteinen, vorzugs-
weise LCI. Das antimikrobielle Peptid LCI wurde erstmals aus B. subtilis A014 isoliert (Liu J, Pan N, Chen Z., Rice Genet
Newsl. 1990;7:151-4).
[0042] Der Einsatz von Transmembranproteinen und löslichen Proteinen, vorzugsweise solchen mit beta-Fassstruktur,
insbesondere der Einsatz des Transmembranproteins FhuA und des löslichen Proteins Nitrobindin, als Proteingerüst
im erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-System ist besonders vorteilhaft, da er durch die großen Kavitäten der
Gerüstproteine (FhuA: 20x24 Å, Nitrobindin: 12x14 Å) eine Positionierung der katalytischen Komplexe tief im Inneren
der Fassstruktur und nicht nur an der Proteinoberfläche ermöglicht. Die tiefe Positionierung führt zu einer umfassenden
Kontrolle der Umgebung des katalytisch wirksamen Metallkomplexes durch spezifisch austauschbare Aminosäuren des
Proteingerüsts und damit zur Steuerung der Selektivität des Metallkomplexes.
[0043] LCI ist gekennzeichnet durch eine flache beta-Faltblattstruktur bestehend aus 47 Aminosäuren und hat eine
Größe von 5460 Da. 23 Wasserstoffbrückenbindungen sorgen für eine stabile Struktur mit hoher Thermoresistenz (Liu
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J, Li Z, Pan N, Chen Z., Chin J Biotechnol. 1992;8(3):187-93). Nach Anbindung eines Katalysatorkomplexes an ein
freies Cystein erlaubt die hydrophobe und flache LCI-Struktur eine einfache systematische Verbesserung der Protei-
numgebung mittels Gelenkter Evolution. LCI hat als antimikrobielles Peptid eine starke Affinität zu hydrophoben Ober-
flächen (wie z.B, Polypropylen oder Polystyrene), was LCI-basierende Beschichtungstechnologien ermöglicht.
[0044] Die Lokalisierung des Proteingerüsts (z.B. von FhuA oder Nitrobindin) in der äußeren Zellmembran als Trans-
membranprotein bzw. als membranverankertes Protein umgeht die Membran als Diffusionsbarriere und hält deaktivie-
rende Nukleophile innerhalb der Zellen. Dadurch können vorteilhafterweise höhere Umsätze erreicht und Produktauf-
arbeitung sowie Katalysatorrecycling erheblich vereinfacht werden.
[0045] Organometallische Katalysatoren sind Katalysatoren, in denen organische Reste direkt an ein Metallatom
gebunden sind. Bekannte Vertreter der organometallischen Katalysatoren sind die Grubbs-Katalysatoren (Ruthenium-
Carben-Komplexe, z.B. Grubbs I (Benzylidenbis(tricyclohexylphosphin)dichlororuthenium)), die vielfach in der Olefin-
metathese Anwendung finden. Im Gegensatz zu anderen Olefinmetathese-Katalysatoren ist der Grubbs-Katalysator
unempfindlich gegenüber funktionellen Gruppen im Substrat und vielseitig einsetzbar in einem weiten Spektrum von
Lösungsmitteln. Ausgehend von der ersten Generation an Grubbs-Katalysatoren führten mehrere Optimierungen zu
einer Vielzahl von verfügbaren Katalysatoren wie z.B. von modifizierten Katalysatoren erster Generation, NHC (N-he-
terozyklischen Carben)-Liganden anstelle von Triphenylphosphin (Grubbs II), chelatierten NHC-Liganden, zweizähnigen
NHCs und verbrückenden Aryloxy-Liganden bis zu Thiolat-modifizierten Grubbs-Hoveyda-Katalysatoren zweiter Gene-
ration (Grubbs-Hoveyda-Katalysatoren unterscheiden sich von den herkömmlichen Grubbs-Katalysatoren dadurch, dass
an einer Position ein Tricyclohexylphosphin-Ligand entfernt wurde und die freie Koordinationsstelle von einem aroma-
tischen Ether besetzt wird, der aus dem carbengebundenen Rest stammt) und chiralen Grubbs-Katalysatoren.
[0046] Der Einbau bestimmter Grubbs-Hoveyda-Katalysatoren in das vorliegende, erfindungsgemäße Biohybridka-
talysator-System ist besonders vorteilhaft, da NHC-Ruthenium-Katalysatoren eine erhöhte Stabilität gegenüber Feuch-
tigkeit bzw. Wasser, Luft bzw. Sauerstoff und eine höhere Toleranz gegenüber funktionellen Gruppen zeigen. Zudem
ist die Metathese eine bioorthogonale Reaktion. Des Weiteren erlaubt die Stabilität dieser Metallkomplexe vorteilhafter-
weise Modifikationen am NHC-Liganden des Katalysators, wie z.B. die Anbringung von verschiedenen Linkern zur
(vorzugsweise kovalenten) Anbindung des Katalysators an biologische (Protein-)Gerüste.
[0047] Die Rh-Carben-Katalysatoren und Rh-Cyclopentadienyl-Katalysatoren weisen eine hohe Stabilität gegenüber
Luft bzw. Sauerstoff und Luftfeuchtigkeit bzw. Wasser auf. Zudem weisen sie ein breites Substratspektrum auf und
können funktionelle Gruppen tolerieren. Komplexe basierend auf Cyclopentadienyl-Liganden sind stabil gegenüber
Wasser. Sie sind klein und können daher sehr einfach in ein Protein eingebunden werden. Zudem bietet der Ligand
Möglichkeiten zur Modifikation. Terpyridin-Komplexe sind von der Geometrie ähnlich zur natürlichen Hämgruppe. Platin
ist biologisch verträglich und kann in Terpyridin-Komplexe eingebunden werden und ermöglicht somit die Verankerung
an Proteinen zur Katalysator-Entwicklung. Pd-Carben-Katalysatoren sind in Wasser stabil und zeigen erhöhte Aktivität.
Die Beeinflussung durch eine Proteinumgebung zeigt zudem Einfluss auf die Selektivität des aktiven Zentrums. Voll-
ständige Entfernung des Metalls nach der Reaktion kann durch Anbindung an das Protein gelingen. Allgemein tolerieren
die genannten Katalysatoren andere Metalle/Enzyme, sodass Kaskaden möglich werden.
[0048] Die Fähigkeit, verschiedenste Arten von katalytisch aktiven Metallkomplexen an das Proteingerüst bzw. das
erfindungsgemäße Biohybridkatalysator-System anbinden zu können, ist besonders vorteilhaft, da das erfindungsge-
mäße Biohybridkatalysator-System dadurch zur Katalyse verschiedenster Reaktionen - wie z.B. von Metathese-Reak-
tionen, Acetylen-Trimerisierungen und -Polymerisierungen, Diels-Alder-Reaktionen, Hydrogenierungen und Lactidpo-
lymerisationen - eingesetzt werden kann.
[0049] Eine weitere bevorzugte Ausführungsform betrifft ein Biohybridkatalysator-System wie vorangehend definiert,
wobei das/die Metalloenzym(e) über Zelloberflächendisplay an der Zelloberfläche der Zelle angebunden ist/sind.
[0050] Zelloberflächendisplay-Systeme werden zur Expression von Proteinen und Peptiden auf der Zelloberfläche
von Prokaryoten (z.B. Bakterien) und Eukaryoten (z.B. Hefen und Säugetierzellen) verwendet. Die erfindungsgemäße
Anbindung des/der künstlichen Metalloenzyms/enzyme über Zelloberflächendisplay an der Zelloberfläche der Zelle ist
besonders vorteilhaft, da die gezeigten künstlichen Metalloenzyme auf der Zelloberfläche für das Substrat der Kataly-
sereaktion frei zugänglich sind. Mit der Zellhülle als Matrix sind Proteine oder Peptide wie die erfindungsgemäßen
künstlichen Metalloenzyme des Weiteren in der Regel stabiler; eine Aufreinigung ist dabei im Regelfall nicht notwendig.
[0051] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Biohybridkatalysator-
Systems wie vorangehend definiert, umfassend folgende Schritte:

(ii.1) Bereitstellen eines Proteingerüsts, das Bestandteil einer intakten, nicht-menschlichen Zelle, vorzugsweise
Bestandteil der Zellmembran, beispielsweise der äußeren Zellmembran, und/oder der Zelloberfläche einer intakten,
nicht-menschlichen Zelle ist, und

(ii.2) Anbinden eines katalytisch aktiven Metallkomplexes, enthaltend ein Übergangsmetall, vorzugsweise ein Metall
ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus Ruthenium, Rhodium, Cobalt, Kupfer, Iridium, Mangan, Palladium und
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Platin, an das Proteingerüst, vorzugsweise mithilfe dativer oder supramolekularer Wechselwirkungen oder mithilfe
kovalenter Bindungen,

wobei der Metallkomplex in Schritt (ii.2) ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus organometallischen Katalysatoren,
vorzugsweise Grubbs-Hoveyda-Katalysatoren, Rh-Cyclopentadien-Katalysatoren, Rh-Carben-Katalysatoren, Cu-Car-
ben-Katalysatoren, Cu-Terpyridin-Katalysatoren, Cu-Phenanthrolin-Katalysatoren, Cu-Pyren- und Co-Terpyridin-Kata-
lysatoren, Pt-Terpyridin-Katalysatoren, Pt-Carben-Katalysatoren, Pd-Terpyridin-Katalysatoren, Pd-Carben-Katalysato-
ren, Ir-Carben-Katalysatoren und Mn-Cyclopentadienyl-Katalysatoren.
[0052] Um die Präsenz des katalytisch aktiven Metallkomplexes in der Bindungstasche des Proteingerüsts sicherzu-
stellen, werden bevorzugt die folgenden drei Konzepte verwendet:

(a) Dative Koordination des Metall-Atoms des Metallkomplexes durch Aminosäure-Reste des Proteingerüsts,

(b) Supramolekulare Anbindung des katalytisch aktiven Metallkomplexes oder dessen Substituenten durch die
Proteinumgebung des Proteingerüsts, und/oder

(c) Kovalente Bindung des vorzugsweise funktionalisierten, katalytisch aktiven Metallkomplexes an das Proteinge-
rüst.

[0053] Das Anbinden des katalytisch aktiven Metallkomplexes an das Proteingerüst mithilfe kovalenter Bindungen ist
besonders vorteilhaft, da z.B. durch die kovalente Anbindung des katalytisch aktiven Metallkomplexes an die nukleophile
Thiol-Funktion eines Cysteins des Proteingerüsts eine hoch ortsspezifische und stabile Anbindung des katalytisch aktiven
Metallkomplexes an das Gerüstprotein erfolgt. Thiol-reaktive Gruppen binden vorzugsweise durch Alkylierung zu einer
Thioetherbindung oder Disulfidaustausch an Cystein (z.B. Halogenacetate, Maleimide, Aziridine, Acrylchloride, Vinyl-
sulfone and Pyridyldisulfide). Der Einbau nicht-kanonischer Aminosäuren (z.b. Homopropargylglycine, Homoallylglycine)
durch neue orthogonale Aminoacyl-tRNA Synthetasen (aaRS)/tRNA-Paare ermöglicht zusätzliche Anbindungen von
Katalysatorkomplexen mittels Click-Chemie bis hin zu Mehrpunktverankerungen, die zu einer deutlich besser definierten
Katalysatorlokalisierung mit erhöhter Enantioselektivität führen.
[0054] Eine weitere bevorzugte Ausführungsform betrifft ein Verfahren wie vorangehend definiert, wobei die Zelle in
Schritt (ii.1) ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus Bakterienzellen, vorzugsweise gram-negativen Bakterien-
zellen, wie E. coli und Pseudomonas.
[0055] Der Einsatz gram-negativer Bakterienzellen als intakte, nicht-menschliche Zelle im vorangehend definierten,
erfindungsgemäßen Verfahren ist besonders vorteilhaft, da diese sehr gut erforschte und etablierte Zellsysteme sind,
die durch ihren strukturellen Aufbau zudem besonders gut geeignet sind für die funktionale Einlagerung (d.h. Verankerung
oder Anbindung) der Gerüstproteine in die äußere Zellmembran.
[0056] Wie vorangehend erwähnt, eignen sich neben gram-negativen Bakterienzellen für das erfindungsgemäße Bi-
ohybridkatalysator-System prinzipiell ebenso gram-positive Bakterien, wie Bacillus-Stämme, da gram-positive Bakterien
mit ihrer Cytoplasmamembran ebenfalls über eine Zellmembran verfügen. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung
können beispielsweise Corynebakterien als Zellen verwendet werden.
[0057] Eine weitere bevorzugte Ausführungsform betrifft ein Verfahren wie vorangehend definiert, wobei das Prote-
ingerüst in Schritt (ii.1) ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus Transmembranproteinen und löslichen Proteinen,
vorzugsweise solchen mit beta-Fassstruktur, vorzugsweise solchen mit 6 bis 24 beta-Faltblättern, bevorzugt FhuA oder
Nitrobindin, membranständigen oder verankerten Proteinen, vorzugsweise LCI.
[0058] Der Einsatz von Transmembranproteinen und löslichen Proteinen, vorzugsweise solchen mit beta-Fassstruktur,
insbesondere der Einsatz des Transmembranproteins FhuA und des löslichen Proteins Nitrobindin als Proteingerüst im
erfindungsgemäßen Verfahren ist besonders vorteilhaft, da er durch die großen Kavitäten der Gerüstproteine eine
Positionierung der katalytisch aktiven Metallkomplexe tief in der Fassstruktur der Transmembranproteine und nicht nur
an der Proteinoberfläche ermöglicht. Die tiefe Positionierung führt zu einer umfassenden Kontrolle der Umgebung des
katalytisch wirksamen Metallkomplexes durch spezifisch austauschbare Aminosäuren des Proteingerüsts und damit zur
Steuerung der Selektivität des Metallkomplexes.
[0059] Der Einsatz organometallischer Katalysatoren, wie z.B. von bestimmten Grubbs-Hoveyda-Katalysatoren im
erfindungsgemäßen Verfahren wie vorangehend definiert, ist besonders vorteilhaft, da NHC-Ruthenium-Katalysatoren
eine erhöhte Stabilität gegenüber Feuchtigkeit bzw. Wasser, Luft bzw. Sauerstoff und eine höhere Toleranz gegenüber
funktionellen Gruppen zeigen. Des Weiteren erlaubt die Stabilität dieser Metallkomplexe vorteilhafterweise Modifikati-
onen am NHC-Liganden des Katalysators, wie z.B. die Anbringung von verschiedenen Linkern zur (vorzugsweise ko-
valenten) Anbindung des Katalysators an biologische (Protein-)Gerüste.
[0060] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Biohybridkatalysator-System wie vorangehend de-
finiert, hergestellt oder herstellbar durch ein Verfahren wie vorangehend definiert.
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[0061] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft zudem ein Verfahren zur Katalyse einer chemischen
Reaktion, umfassend folgende Schritte:

(a) Bereitstellen eines Biohybridkatalysator-Systems wie vorangehend definiert, und

(b) Katalyse einer chemischen Reaktion unter Verwendung des Biohybridkatalysator-Systems, wobei die Reaktion
durch die katalytische Aktivität des an das Proteingerüst angebundenen, katalytisch aktiven Metallkomplexes ka-
talysiert wird.

[0062] Die chemische Reaktion kann dabei gemäß der vorliegenden Erfindung in wässrigem Medium, in organischen
Lösungsmittel und/oder reinem Substrat erfolgen.
[0063] Die Katalyse einer chemischen Reaktion unter Verwendung des erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-
Systems ist besonders vorteilhaft, da durch das erfindungsgemäße Ganzzell-Biohybridkatalysator-System chemische
Umsetzungen in der industriellen Stoffproduktion realisiert werden können, die z.B. mit isolierten Biohybridkatalysatoren
insbesondere aus Kostengründen nicht attraktiv sind.
[0064] Die erfindungsgemäßen Biohybridkatalysatoren stellen vorteilhafterweise eine spezifische Umgebung für die
angebundenen, katalytisch aktiven Metallkomplexe bereit und ermöglichen so die Nutzung des natürlich nicht ausge-
schöpften Synthesepotentials seltener Metalle (Ruthenium, Rhodium) in Enzymen. Durch Verwendung von beta-Fass-
struktur-Proteinen wie FhuA oder Nitrobindin als Umgebung für die katalytisch aktiven Metallkomplexe können erstmals
Hochdurchsatzdurchmusterungsmethoden genutzt werden, um eine generierte Vielfalt an Biohybridvarianten durchzu-
mustern. Mittels kovalenter Anbindung der Metallkomplexe an die Proteinumgebung wird dabei die definierte Bindung
und Orientierung der Metallkomplexe innerhalb der Proteinumgebung realisiert, auch bei umfassenden Änderungen der
Umgebung mittels Proteinengineering.
[0065] Wie in Figur 1 gezeigt, nutzt die Anwendung von beta-Fassstruktur-Membranproteinen oder membranveran-
kerten Fass-Proteinen die Zellmembran als natürliche Barriere, um inhibierende Bestandteile aus dem Cytosol der Zellen
innerhalb der Zellen zu halten. Somit wird die ungewollte Interaktion dieser schädlichen Nukleophile mit den katalytisch
aktiven Metallkomplexen innerhalb der Biohybridkatalysatoren verhindert.
[0066] Die Bakterienzellen des erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systems werden bei schonender Lyophili-
sierung und Rehydratisierung intakt gehalten und eventuell vorhandene inhibierende Substanzen können einfach aus-
gewaschen werden. Durch die Immobilisierung an oder innerhalb der Zellmembran lässt sich eine Trennung von freiem
(nicht angebundenem / unfixiertem) Metallkomplex vom Biohybridkatalysator bzw. die Abtrennung des Biohybridkata-
lysators vom Reaktionsprodukt leicht erreichen (z.B. durch Zentrifugieren) und ermöglicht zusätzlich eine maximale
Zugänglichkeit der Substrate zu den aktiven Komponenten.
[0067] Insbesondere die Expression als Membranprotein in der äußeren Zellmembran ermöglicht das Durchführen
von Katalyse-Reaktionen unter Bedingungen, die mit dem isolierten, im Reaktionsmedium gelösten Protein aufgrund
von Stabilitätsproblemen nicht möglich wären, da das Membranprotein durch die natürliche Membranumgebung stabi-
lisiert wird.
[0068] Eine bevorzugte Ausführungsform betrifft ein Verfahren wie vorangehend definiert, wobei die chemische Re-
aktion ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus Metathese, Acetylen-Trimerisierung und -Polymerisierung, Diels-
Alder-Reaktionen, Hydrogenierungen und Lactidpolymerisationen.
[0069] Durch die Fähigkeit, verschiedenste Arten von katalytisch aktiven Metallkomplexen an das Proteingerüst bzw.
das erfindungsgemäße Biohybridkatalysator-System anbinden zu können, besteht vorteilhafterweise die Möglichkeit,
das erfindungsgemäße Biohybridkatalysator-System zur Katalyse für ein breites Spektrum verschiedener chemischer
Reaktionen einsetzen zu können.
[0070] Eine weitere bevorzugte Ausführungsform betrifft ein Verfahren wie hierin beschrieben, zudem umfassend,
vorzugsweise zwischen Schritt (a) und Schritt (b), folgenden Schritt:

- Immobilisierung der intakten, nicht-menschlichen Zelle des Biohybridkatalysator-Systems wie hierin beschrieben
an der Oberfläche eines Objekts, z. B. von Beads.

[0071] Die Immobilisierung der Ganzzellbiohybridkatalysatoren verringert die Kosten von (bio)katalytischen Prozessen
erheblich durch die mögliche kontinuierliche Arbeitsweise und die Aufrechterhaltung hoher Zelldichten. Durch Immobi-
lisierung der Ganzzellbiohybridkatalysatoren kann weiterhin die Wirkung von Scherkräften auf die Zellen verringert
werden, was die Beschädigung der Zellhülle und Freisetzung Katalysator-deaktivierender Zellbestandteile unterbindet.
[0072] Die Immobilisierung kann vorteilhafterweise sehr einfach durch vorzugsweise Zelloberflächen-Display-Expres-
sion von oberflächenbindenden Peptiden (z.B. LCI) realisiert werden.
[0073] Eine weitere bevorzugte Ausführungsform betrifft ein Verfahren wie vorangehend definiert, zudem umfassend
folgenden Schritt:
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- Abtrennen des Biohybridkatalysator-Systems von dem/den Reaktionsprodukt(en) der chemischen Reaktion.

[0074] Die Abtrennung des erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systems kann vorteilhafterweise sehr einfach
und effizient durch vorzugsweise Zentrifugieren oder manuelle Abtrennung des erfindungsgemäßen, immobilisierten
Biohybridkatalysator-Systems erfolgen. Vorteilhafterweise muss das erfindungsgemäße Biohybridkatalysator-System
zur Gewinnung der Reaktionsprodukte daher nicht zerstört werden und kann somit gegebenenfalls für weitere Kataly-
sereaktionen wiederverwendet werden.
[0075] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung eines Biohybridkatalysator-Systems
wie vorangehend definiert als Katalysator zur Katalyse einer chemischen Reaktion, vorzugsweise zur Katalyse einer
Reaktion wie vorangehend definiert.
[0076] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung eines Biohybridkatalysator-Systems
wie vorangehend definiert als Katalysator zur Katalyse einer chemischen Reaktion, vorzugsweise zur Katalyse einer
Reaktion wie vorangehend definiert, in wässrigen Systemen, als auch in organischem Lösungsmittel und/oder reinem
Substrat als Lösungsmittel.
[0077] Das im Rahmen einer hierin beschriebenen Ausführungsform der vorliegenden Erfindung Gesagte gilt selbst-
verständlich jeweils auch für andere hierin beschriebene Ausführungsformen. Dementsprechend sind die hierin be-
schriebenen Ausführungsformen beliebig - soweit für den Fachmann sinnvoll - miteinander kombinierbar.
[0078] Kurze Beschreibung der Figur:
Figur 1 zeigt eine schematische Darstellung eines beispielhaften, erfindungsgemäßen Ganzzell-Biohybridkatalysator-
Systems. Der katalytisch aktive Metallkomplex (hier beispielhaft ein Grubbs-Hoveyda-II-Katalysator) ist an ein beta-
Fassstruktur-Membranprotein (hier beispielhaft FhuA) gebunden, welches sich in der Zellmembran der Bakterienzelle
(hier beispielhaft E. coli) befindet.

Sequenzprotokoll - freier Text

[0079] Die folgenden Angaben geben die deutsche Übersetzung der im Sequenzprotokoll als freier Text (Numerische
Kennzahl <223>) enthaltenen Angaben, jeweils aufgeführt für die entsprechende Sequenzkennzahl, wieder. Alle ange-
führten Sequenzen enthalten unter der Kennzahl <213> den Hinweis auf eine künstliche Sequenz ("artificial sequence").
SEQ ID NO: 1 bis 18
<223>

Künstliches Molekül ("artificial molecule")

Definitionen

[0080]

ROMP Ringöffnungsmetathese Polymerisation
RCM Ringschlussmetathese
CM Crossmetathese
HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie
NaPi Natriumphosphat-Puffer
LCI Antimikrobielles Peptid LCI aus B. subtilis A014
TEV Tobacco etch virus (Tabakätzvirus)
THF Tetrahydrofuran
DCM Dichlormethan
EtOAc Ethylacetat
ATCC American Type Culture Collection
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung

[0081] Im Folgenden wird die vorliegende Erfindung anhand ausgewählter Beispiele näher erläutert. Sofern nicht
anders angegeben, beziehen sich dabei alle Prozentangaben auf das Gewicht (Gew.-%).
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Beispiel 1: E. coli Biohybridkatalysator-Systeme mit FhuA ΔCVFTEV als Proteingerüst

1. Synthese katalytisch aktiver Metallkomplexe:

1.a) Synthese von Rh-1,5-cyclooctadienyl-cyclopentadienyl-ethyl-maleimid [RhCOD-Katalysator]:

[0082] Cyclooctadien Rhodium Chlorid Dimer [Rh(cod)Cl]2 (79 mg, 0,16 mmol) wird in THF (3 mL) vorgelegt. Zu dieser
Lösung wird eine Lösung aus 2-(cyclopentadienyl)-ethan-1-amin Lithium C7H10NLi (40 mg, 0,37 mmol) in 3 mL THF
zugetropft. Die Lösung wird für 30 Minuten bei 25 °C gerührt. Anschließend wird N-Methyoxcarbonylmaleimid (C6H5NO4)
(55 mg, 0,37 mmol) in 10 mL THF langsam zugetropft, und die Reaktionsmischung für 24 Stunden bei 25 °C gerührt.
Nach beendeter Reaktion wird Wasser (30 mL) zugegeben, und die Lösung mit DCM (3 x 30 mL) ausgeschüttelt. Das
organische Lösungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchromatographisch aufgereinigt (Al2O3,
THF). Der Rh-Katalysator (C21H26NO2Rh) wird als oranges Pulver (ca. 50 mg) erhalten. (Vgl. hierzu Onoda, A., Fukumoto,
K., Arlt, M., Bocola, M., Schwaneberg U., Hayashi, T., A rhodium complex-linked β-barrel protein as a hybrid biocatalyst
for phenylacetylene polymerization", Chem. Comm., 2012, 48, 9756-9758.)

1.b) Synthese von ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-(methyl-N-maleimidopropansäure-ester)-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isop-
ropoxybenzyliden]ruthenium(IV)-dichlorid) [Grubbs-Hoveyda-II mit Maleimid-Gruppe]:

[0083] 1,3-Dimesityl-4,5-dihydro-4-(tetrahydropyranyl)-1H-imidazol-3-ium-chlorid (503 mg, 1,10 mmol) wurde in THF
(5 mL) aufgenommen und mit Kaliumhexamethyldisilazid (220 mg, 1,10 mmol) versetzt. Diese Lösung wurde zu einer
Lösung des Grubbs-Katalysator der ersten Generation (823 mg, 1,00 mmol, 1,00 Äquiv.) in THF (10 mL) zugefügt. Das
Reaktionsgemisch wurde für 16 h bei 60 °C gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter Vakuum entfernt, der rote Rückstand
in Benzol (3 mL) aufgenommen und säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Lösungsmittel: n-Pentan/Et2O -
2:1). Der Grubbs-Katalysator der zweiten Generation (Tricyclohexylphosphin[1,3-bis(1-mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-
dihydroimidazol-2-yliden][benzyliden]ruthenium(IV)-dichlorid) wurde als roter Feststoff erhalten.
[0084] Tricyclohexylphosphin[1,3-bis(1-mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][benzyliden]ruthe-
nium(IV)-dichlorid (860 mg, 0,891 mmol) und Kupfer(I)-Chlorid (133 mg, 1,34 mmol) wurden in DCM (8 mL) aufgenom-
men. Zu der roten Lösung wurde eine Lösung aus 2-Isopropoxystyrol (182 mg, 1,13 mmol) in DCM (2 mL) zugetropft.
Das Reaktionsgemisch wurde für 3 h bei 40 °C gerührt, bis die Lösung grün gefärbt war. Das Lösungsmittel wurde unter
Vakuum entfernt und der braun-grüne Rückstand in Pentan/DCM (2:1) aufgenommen und über Celite filtriert. Das
Lösungsmittel wurde eingeengt und die braun-grüne Lösung säulenchromatographisch an Kieselgel (Lösungsmittel:
erst DCM, dann EtOAc) gereinigt. Der geschützte Grubbs-Hoveyda Katalysator der zweiten Generation ([1,3-bis(1-
mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxybenzyliden]ruthenium(IV)-dichlorid) wurde als
grüner Feststoff (550 mg, 0,74 mmol) erhalten.
[0085] Eine Lösung aus [1,3-bis(1-mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxybenzyli-
den]ruthenium(IV)-dichlorid (550 mg, 0,74 mmol) in Ethanol (20 mL) wurde mit wässriger HCl-Lösung (1,0 M, 0,30 mL)
versetzt und für 20 min mit Argon entgast. Die Lösung wurde unter Argonatmosphäre für 72 h gerührt. Das Lösungsmittel
wurde unter Vakuum entfernt. Der grüne Rückstand wurde in DCM (20 mL) aufgenommen und mit Wasser (2 3 20 mL)
gewaschen. Die org. Phase wurde über Na2SO4 getrocknet, das Lösungsmittel unter Vakuum entfernt und der grün-
braune Rückstand säulenchromatographisch an Kieselgel (Lösungsmittel: DCM) gereinigt. Der Grubbs-Hoveyda Kata-
lysator der zweiten Generation ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-methylhydroxy-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxybenzy-
liden]ruthenium(IV)-dichlorid) konnte als grüner Feststoff (350 mg, 0,533 mmol) erhalten werden.
[0086] ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-methylhydroxy-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxybenzyliden]ruthe-
nium(IV)-dichlorid) (30 mg, 0,05 mmol) wurde in THF (0,5 mL) vorgelegt. Eine äquimolare Menge des N-Maleimidopro-
pansäurechlorids (13 mg, 0,05 mmol) wurde in THF (0,5 mL) zugetropft. Zu der Lösung wurde NaHCO3 (30 mg, 0,35
mmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde für 24 h bei 25 °C gerührt. Anschließend wurde die Lösung filtriert
und mit Et2O (15 mL) verdünnt. Die Lösung wurde mit Wasser (3 x 15 mL) gewaschen und die org. Phase über Na2SO4
getrocknet und das Lösungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Grubbs-Hoveyda-Katalysator der zweiten Generation mit
Maleimid-Gruppe ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-(methyl-N-maleimidopropansäure-ester)-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-iso-
propoxybenzyliden] ruthenium(IV)-dichlorid) wurde als grüner Feststoff (35 mg, 0,047 mmol) erhalten. (Vgl. hierzu Philip-
part, F., Arlt, M., Gotzen, S., Tenne, S.-J., Bocola, M., Chen, H.-H., Zhu, L., Schwaneberg, U. und Okuda, J., A Biohybrid
Ring-Opening Metathesis Polymerization Catalyst Based on an Engineered Variant of the β-Barrel Protein FhuA, Chem.
Eur. J., 2013, 19, 13865-13871.)
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1.c) Synthese von [1-{(1-Mesityl)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)propyl)}-4,5-dihydroimidazol-3-yliden]kup-
fer(I)-iodid[Cu-Carben-Komplex]

[0087] 1-{(1-Mesityl)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)propyl)}-4,5-dihydro-1H-imidazol-3-ium-bromid (100
mg, 0,247 mmol) wurde in THF (2 mL) suspendiert und Kalium-tert-butanolat (28.0 mg, 0,249 mmol) in THF (3 mL)
zugetropft. Es wurde für 10 min gerührt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Cul (48.0 mg, 0,252 mmol, 1,00 Äquiv.)
versetzt und bei 23 °C für 12 h gerührt. Es wurde über Kieselgur filtriert und das Lösungsmittel unter Vakuum entfernt.
[1-{(1-Mesityl)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)propyl)}-4,5-dihydroimidazol-3-yliden]kupfer(I)-iodid wurde als
brauner Feststoff erhalten (82 mg, 0,15 mmol). (Vgl. hierzu Osseili, H., Sauer, D., Beckerle, K., Arlt, M., Himiyama, T.,
Polen, T., Onoda, A., Schwaneberg, U., Hayashi, T., Okuda, J., Artificial Diels-Alderase based on the transmembrane
protein FhuA, Beilstein J. Org. Chem. 2016, 12, 1314-1321.)

2. Bereitstellung des Expressionsstamms E. coli BL21 (DE3) Omp8 (F- hsdSB (rB
-mB

-) gal ompT dcm (DE3) ΔlamB 
ompF::Tn5 ΔompA ΔompC), ausgehend von E. coli BL21 (DE3) (Novagen):

[0088] Durch die zusätzliche Entfernung von Membranproteinen aus dem E. coli Genom kann eine höhere Ausbeute
an membranexprimiertem bzw. zelloberflächendargestelltem FhuA erreicht werden. Dazu wurde ein Expressionsstamm
entwickelt, bei dem die Hauptmembranproteine LamB, OmpA, OmpC, OmpF durch P1 Transduktion mit bekannten
Veränderungen der Stämme BZB1107 (ompR, vlamB, ompF: :Tn5), BRE2413 (vompA), and RAM191 (vompC) mutiert
wurden. (Vgl. hierzu Prilipov, A.; Phale, P. S.; Van Gelder, P.; Rosenbusch, J. P.; Koebnik, R., Coupling site-directed
mutagenesis with high-level expression: large scale production of mutant porins from E. coli. FEMS Microbiology Letters
1998, 163(1), 65-72).

3. Design und Herstellung des Proteingerüsts (hier: FhuA Variante FhuA ΔCVFTEV (SEQ ID No: 1 / SEQ ID No: 2)):

[0089] Ausgehend vom FhuA WT (pdb: 1BY3, Locher, K. P.; Rees, B.; Koebnik, R.; Mitschier, A.; Moulinier, L.; Rosen-
busch, J. P.; Moras, D., , Cell 95 (1998) 771-778) wurden die Aminosäuren 1-60 deletiert und an Position 545 Lysin
gegen Cystein ausgetauscht (Nallani, M.; Onaca, O.; Gera, N.; Hildenbrand, K.; Hoheisel, W.; Schwaneberg, U., Bio-
technology Journal 1 (2006) 828-834). Durch Austausch von Asparagin zu Valin an Position 548 und Glutaminsäure zu
Phenylalanin an Position 501 konnten Cystein-Zugänglichkeit und Katalysatorkompatibilität verbessert werden. Die TEV-
Schnittstellen ENLYFQ|G wurden eingefügt in den Loops 7 (zwischen Asp509 und Lys508) und 8 (zwischen Asn548
und Glycine549).
[0090] Das synthetische Gen mit den oben beschriebenen Modifikationen wurde mittels Restriktionsklonierung (EcoRI
und Xhol) in den Expressionsvektor pBR-IBA1 eingeführt. FhuA wurde in den Expressionswirt E. coli BL21 (DE3) omp8
mittels Hitzeschock transformiert. Die Expression wurde durchgeführt in LB-Medium, enthaltend 1 mM Ampicillin, als
Vorkultur und TY als Hauptkultur bei 30 °C für 12 h mit Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG, 1 mM), um die
Expression zu induzieren. Nach Übernachtexpression wurde die Kultur durch Zentrifugation geerntet. (Vgl. hierzu Philip-
part, F., Arlt, M., Gotzen, S., Tenne, S.-J., Bocola, M., Chen, H.-H., Zhu, L., Schwaneberg, U. und Okuda, J., A biohybrid
Ring-Opening Metathesis Polymerization Catalyst Based on an Engineered Variant of the β-Barrel Protein FhuA, Chem.
Eur. J., 2013, 19, 13865-13871).

4. Anbinden der katalytisch aktiven Metallkomplexe an das Proteingerüst:

[0091] Das geerntete Pellet wurde mit ddH2O/Glyzerin gewaschen und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Zellen
wurden anschließend lyophilisiert und in PBS-Puffer (pH 7,5) rehydriert. Die jeweiligen Metallkomplexe (s.o., Bsp. 1.a,
1.b, 1.c) wurden via Maleimid und Cystein gekoppelt mit 10 Äquivalenten Katalysator in PBS-Puffer (pH 7,5) und 20%
(v/v) THF als Co-Lösungsmittel. Die Suspension wurde 24 h bei Raumtemperatur gerührt, gereinigt, zentrifugiert (4000
rpm, 10 min) und mit PBS/THF (1:1) mindestens 5 Mal gewaschen. Die Waschlösungen wurden mithilfe von HPLC-
Chromatographie untersucht, um die Entfernung von nicht gebundenem Katalysator zu bestätigen. (Als Negativkontrolle
wurde als Proteingerüst die Variante FhuA Δ1-160 (SEQ ID No: 3; SEQ ID No: 4) ohne frei verfügbares Cystein ver-
wendet.)

5. Katalytische Reaktionen mit erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systemen umfassend Rh, Ru, Cu-Metallkom-
plexe

5.a) Phenylacetylen-Polymerisierung und -Trimerisierung:

[0092] Für die Phenylacetylen-Polymerisierung wurden 5 ml einer Zellsuspension aus Biohybridkatalysator-Systemen
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mit RhCOD-Katalysator (s.o., Bsp. 1.a) in 10 mM NaPi (pH 8), entsprechend einer molaren Katalysatorladung von 0,1
Mol%, bereitgestellt und mit 15 ml Monomer (Phenylacetylen) versetzt. Nach 48 h Rühren bei 25 °C wurden die Produkte
isoliert und mittels NMR-Spektroskopie identifiziert.

5.b) Metathese (ROMP, RCM, CM):

[0093] Für die ROMP wurden 5 ml einer Zellsuspension aus Biohybridkatalysator-Systemen mit Grubbs-Hoveyda-II-
Katalysator mit Maleimid-Gruppe (s.o., Bsp. 1.b) in 10 mM NaPi (pH 5,8) mit 20% (v/v) THF, entsprechend einer molaren
Katalysatorladung von 0,1 Mol%, bereitgestellt und mit 15 ml Monomer (7-Oxanorbonen) versetzt. Nach 68 h Rühren
bei 25 °C wurden die Produkte isoliert und mittels NMR-Spektroskopie identifiziert.

5.c) Diels-Alder-Reaktionen:

[0094] Für die Diels-Alder-Reaktion von Azochalcon und Cyclopentadien wurden 5 ml einer Zellsuspension aus Bio-
hybridkatalysator-Systemen mit Cu-Carben-Komplex-Katalysator (s.o., Bsp. 1.c) in 100 mM NaPi (pH 7,5) mit 20% (v/v)
THF, ensprechend einer molaren Katalysatorladung von 1 Mol%, bereitgestellt und mit Azochalcon und Cyclopentadien
versetzt. Nach 72 h Rühren bei 23 °C wurden die Produkte isoliert und mittels NMR und HPLC identifiziert.

Beispiel 2: Pseudomonas putida Biohybridkatalysator-Systeme mit FhuA ΔCVFTEV als Proteingerüst

1. Synthese katalytisch aktiver Metallkomplexe:

Synthese von ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-(methyl-N-maleimidopropansäure-ester)-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropo-
xybenzyliden]-ruthenium(IV)-dichlorid) [Grubbs-Hoveyda-II mit Maleimid-Gruppe]:

[0095] 1,3-Dimesityl-4,5-dihydro-4-(tetrahydropyranyl)-1H-imidazol-3-ium-chlorid (503 mg, 1,10 mmol) wurde in THF
(5 mL) aufgenommen und mit Kaliumhexamethyldisilazid (220 mg, 1,10 mmol) versetzt. Diese Lösung wurde zu einer
Lösung des Grubbs-Katalysator der ersten Generation (823 mg, 1,00 mmol, 1,00 Äquiv.) in THF (10 mL) zugefügt. Das
Reaktionsgemisch wurde für 16 h bei 60 °C gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter Vakuum entfernt, der rote Rückstand
in Benzol (3 mL) aufgenommen und säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Lösungsmittel: n-Pentan/Et2O -
2:1). Der Grubbs-Katalysator der zweiten Generation (Tricyclohexylphosphin[1,3-bis(1-mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-
dihydroimidazol-2-yliden][benzyliden]ruthenium(IV)-dichlorid) wurde als roter Feststoff erhalten.
[0096] Tricyclohexylphosphin[1,3-bis(1-mesityl)-4-tetrahydropyrany1-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][benzyliden]ru-
thenium(IV)-dichlorid (860 mg, 0,891 mmol) und Kupfer(I)-Chlorid (133 mg, 1,34 mmol) wurden in DCM (8 mL) aufge-
nommen. Zu der roten Lösung wurde eine Lösung aus 2-Isopropoxystyrol (182 mg, 1,13 mmol) in DCM (2 mL) zugetropft.
Das Reaktionsgemisch wurde für 3 h bei 40 °C gerührt, bis die Lösung grün gefärbt war. Das Lösungsmittel wurde unter
Vakuum entfernt und der braun-grüne Rückstand in Pentan/DCM (2:1) aufgenommen und über Celite filtriert. Das
Lösungsmittel wurde eingeengt und die braun-grüne Lösung säulenchromatographisch an Kieselgel (Lösungsmittel:
erst DCM, dann EtOAc) gereinigt. Der geschützte Grubbs-Hoveyda Katalysator der zweiten Generation ([1,3-bis(1-
mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxybenzyliden]ruthenium(IV)-dichlorid) wurde als
grüner Feststoff (550 mg, 0,74 mmol) erhalten.
[0097] Eine Lösung aus [1,3-bis(1-mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxy-benzyli-
den]-ruthenium(IV)-dichlorid (550 mg, 0,74 mmol) in Ethanol (20 mL) wurde mit wässriger HCl-Lösung (1,0 M, 0,30 mL)
versetzt und für 20 min mit Argon entgast. Die Lösung wurde unter Argonatmosphäre für 72 h gerührt. Das Lösungsmittel
wurde unter Vakuum entfernt. Der grüne Rückstand wurde in DCM (20 mL) aufgenommen und mit Wasser (2 3 20 mL)
gewaschen. Die org. Phase wurde über Na2SO4 getrocknet, das Lösungsmittel unter Vakuum entfernt und der grün-
braune Rückstand säulenchromatographisch an Kieselgel (Lösungsmittel: DCM) gereinigt. Der Grubbs-Hoveyda Kata-
lysator der zweiten Generation ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-methylhydroxy-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxybenzy-
liden]ruthenium(IV)-dichlorid) konnte als grüner Feststoff (350 mg, 0,533 mmol) erhalten werden.
[0098] ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-methylhydroxy-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxybenzyliden]ruthe-
nium(IV)-dichlorid) (30 mg, 0,05 mmol) wurde in THF (0,5 mL) vorgelegt. Eine äquimolare Menge des N-Maleimidopro-
pansäurechlorids (13 mg, 0,05 mmol) wurde in THF (0,5 mL) zugetropft. Zu der Lösung wurde NaHCO3 (30 mg, 0,35
mmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde für 24 h bei 25 °C gerührt. Anschließend wurde die Lösung filtriert
und mit Et2O (15 mL) verdünnt. Die Lösung wurde mit Wasser (3 x 15 mL) gewaschen und die org. Phase über Na2SO4
getrocknet und das Lösungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Grubbs-Hoveyda Katalysator der zweiten Generation mit
Maleimid-Gruppe ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-(methyl-N-maleimidopropansäure-ester)-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-iso-
propoxybenzyliden] ruthenium(IV)-dichlorid) wurde als grüner Feststoff (35 mg, 0,047 mmol) erhalten. (Vgl. hierzu Philip-
part, F., Arlt, M., Gotzen, S., Tenne, S.-J., Bocola, M., Chen, H.-H., Zhu, L., Schwaneberg, U. und Okuda, J., A Biohybrid
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Ring-Opening Metathesis Polymerization Catalyst Based on an Engineered Variant of the β-Barrel Protein FhuA, Chem.
Eur. J., 2013, 19, 13865-13871.)

2. Bereitstellung des Expressionsstamms Pseudomonas putida:

[0099] Der Expressionsstamm P. putida KT2440 wurde erhalten von ATCC.

3. Design und Herstellung des Proteingerüsts (hier: FhuA ΔCVFTEV (SEQ ID No: 5; SEQ ID No: 6):

[0100] Ausgehend vom FhuA WT (pdb: 1BY3, Locher, K. P.; Rees, B.; Koebnik, R.; Mitschier, A.; Moulinier, L.; Rosen-
busch, J. P.; Moras, D., , Cell 95 (1998) 771-778) wurden die Aminosäuren 1-60 deletiert und an Position 545 Lysin
gegen Cystein ausgetauscht (Nallani, M.; Onaca, O.; Gera, N.; Hildenbrand, K.; Hoheisel, W.; Schwaneberg, U., Bio-
technology Journal 1 (2006) 828-834). Durch Austausch von Asparagin zu Valin an Position 548 und Glutaminsäure zu
Phenylalanin an Position 501 konnten Cystein-Zugänglichkeit und Katalysatorkompatibilität verbessert werden. Die TEV-
Schnittstellen ENLYFQ|G wurden eingefügt in den Loops 7 (zwischen Asp509 und Lys508) und 8 (zwischen Asn548
und Glycine549). Die Expression von FhuA ΔCVFTEV in der äußeren Membran von P. putida wurde erreicht durch
Entfernen der nativen E. coli FhuA-Signalsequenz und Einführen einer P. putida Signalsequenz (24 Aminosäuren) von
Porin F mittels PLICing. (SEQ ID No: 17 (MKLKNTLGVVIGSLVAASAMNAFA); SEQ ID No: 18 (ATG AAA CTG AAG
AAC ACC TTA GGC GTT GTC ATC GGC TCG CTG GTT GCC GCT TCG GCA ATG AAC GCC TTC GCC)).
[0101] Das synthetische Gen mit den oben beschriebenen Modifikationen wurde mittels Restriktionsklonierung (EcoRI
und Ndel) in den Expressionsvektor pUCP-Ndel eingeführt. FhuA wurde in den Expressionswirt P. putida KT2440 mittels
Elektroporation transformiert. Die Expression wurde durchgeführt in LB-Medium, enthaltend 1 mM Ampicillin bei 37 °C
für 12 h mit Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG, 1 mM), um die Expression zu induzieren. Nach Übernachtex-
pression wurde die Kultur durch Zentrifugation geerntet.

4. Anbinden der katalytisch aktiven Metallkomplexe an das Proteingerüst:

[0102] Das geerntete Pellet wurde mit ddH2O/Glyzerin gewaschen und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Zellen
wurden anschließend lyophilisiert und in PBS-Puffer (pH 7,5) rehydriert. Die jeweiligen Metallkomplexe (s.o., Bsp. 1.)
wurden via Maleimid und Cystein gekoppelt mit 10 Äquivalenten Katalysator in PBS-Puffer (pH 7,5) und 20% (v/v) THF
als Co-Lösungsmittel. Die Suspension wurde 24 h bei Raumtemperatur gerührt, gereinigt, zentrifugiert (4000 rpm, 10
min) und mit PBS/THF (1:1) mindestens 5 Mal gewaschen. Die Waschlösungen wurden mithilfe von HPLC-Chromato-
graphie untersucht, um die Entfernung von nicht gebundenem Katalysator zu bestätigen. (Als Negativkontrolle wurde
als Proteingerüst die Variante FhuA Δ1-160 (SEQ ID No: 7; SEQ ID No: 8) ohne frei verfügbares Cystein verwendet.)

5. Katalytische Reaktion mit erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systemen:

Metathese (ROMP, RCM, CM):

[0103] Für die ROMP wurden 5 ml einer Zellsuspension aus Biohybridkatalysator-Systemen mit Grubbs-Hoveyda-II-
Katalysator mit Maleimid-Gruppe (s.o., Bsp. 1.) in 10 mM NaPi (pH 5,8) mit 20% (v/v) THF, entsprechend einer molaren
Katalysatorladung von 0,1 Mol%, bereitgestellt und mit 15 ml Monomer (7-Oxanorbonen) versetzt. Nach 68 h Rühren
bei 25 °C wurden die Produkte isoliert und mittels NMR-Spektroskopie identifiziert.

Beispiel 3: E. coli Biohybridkatalysator-Systeme mit LCI als Proteingerüst

1. Synthese katalytisch aktiver Metallkomplexe:

1.a) Synthese von ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-(methyl-N-maleimidopropansäure-ester)-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isop-
ropoxybenzyliden]-ruthenium(IV)-dichlorid) [Grubbs-Hoveyda-II mit Maleimid-Gruppe]:

[0104] 1,3-Dimesityl-4,5-dihydro-4-(tetrahydropyranyl)-1H-imidazol-3-ium-chlorid (503 mg, 1,10 mmol) wurde in THF
(5 mL) aufgenommen und mit Kaliumhexamethyldisilazid (220 mg, 1,10 mmol) versetzt. Diese Lösung wurde zu einer
Lösung des Grubbs-Katalysator der ersten Generation (823 mg, 1,00 mmol, 1,00 Äquiv.) in THF (10 mL) zugefügt. Das
Reaktionsgemisch wurde für 16 h bei 60 °C gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter Vakuum entfernt, der rote Rückstand
in Benzol (3 mL) aufgenommen und säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Lösungsmittel: n-Pentan/Et2O -
2:1). Der Grubbs-Katalysator der zweiten Generation (Tricyclohexylphosphin[1,3-bis(1-mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-
dihydroimidazol-2-yliden][benzyliden]ruthenium(IV)-dichlorid) wurde als roter Feststoff erhalten.
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[0105] Tricyclohexylphosphin[1,3-bis(1-mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][benzyliden]ruthe-
nium(IV)-dichlorid (860 mg, 0,891 mmol) und Kupfer(I)-Chlorid (133 mg, 1,34 mmol) wurden in DCM (8 mL) aufgenom-
men. Zu der roten Lösung wurde eine Lösung aus 2-Isopropoxystyrol (182 mg, 1,13 mmol) in DCM (2 mL) zugetropft.
Das Reaktionsgemisch wurde für 3 h bei 40 °C gerührt, bis die Lösung grün gefärbt war. Das Lösungsmittel wurde unter
Vakuum entfernt und der braun-grüne Rückstand in Pentan/DCM (2:1) aufgenommen und über Celite filtriert. Das
Lösungsmittel wurde eingeengt und die braun-grüne Lösung säulenchromatographisch an Kieselgel (Lösungsmittel:
erst DCM, dann EtOAc) gereinigt. Der geschützte Grubbs-Hoveyda Katalysator der zweiten Generation ([1,3-bis(1-
mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxybenzyliden]ruthenium(IV)-dichlorid) wurde als
grüner Feststoff (550 mg, 0,74 mmol) erhalten.
[0106] Eine Lösung aus [1,3-bis(1-mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxybenzyli-
den]-ruthenium(IV)-dichlorid (550 mg, 0,74 mmol) in Ethanol (20 mL) wurde mit wässriger HCl-Lösung (1,0 M, 0,30 mL)
versetzt und für 20 min mit Argon entgast. Die Lösung wurde unter Argonatmosphäre für 72 h gerührt. Das Lösungsmittel
wurde unter Vakuum entfernt. Der grüne Rückstand wurde in DCM (20 mL) aufgenommen und mit Wasser (2 3 20 mL)
gewaschen. Die org. Phase wurde über Na2SO4 getrocknet, das Lösungsmittel unter Vakuum entfernt und der grün-
braune Rückstand säulenchromatographisch an Kieselgel (Lösungsmittel: DCM) gereinigt. Der Grubbs-Hoveyda Kata-
lysator der zweiten Generation ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-methylhydroxy-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxybenzy-
liden]ruthenium(IV)-dichlorid) konnte als grüner Feststoff (350 mg, 0,533 mmol) erhalten werden.
[0107] ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-methylhydroxy-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxybenzyliden]ruthe-
nium(IV)-dichlorid) (30 mg, 0,05 mmol) wurde in THF (0,5 mL) vorgelegt. Eine äquimolare Menge des N-Maleimidopro-
pansäurechlorid (13 mg, 0,05 mmol) wurde in THF (0,5 mL) zugetropft. Zu der Lösung wurde NaHCO3 (30 mg, 0,35
mmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde für 24 h bei 25 °C gerührt. Anschließend wurde die Lösung filtriert
und mit Et2O (15 mL) verdünnt. Die Lösung wurde mit Wasser (3 3 15 mL) gewaschen und die org. Phase über Na2SO4
getrocknet und das Lösungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Grubbs-Hoveyda Katalysator der zweiten Generation mit
Maleimid-Gruppe ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-(methyl-N-maleimidopropansäure-ester)-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-iso-
propoxybenzyliden] ruthenium(IV)-dichlorid) wurde als grüner Feststoff (35 mg, 0,047 mmol) erhalten. (Vgl. hierzu Philip-
part, F., Arlt, M., Gotzen, S., Tenne, S.-J., Bocola, M., Chen, H.-H., Zhu, L., Schwaneberg, U. und Okuda, J., A Biohybrid
Ring-Opening Metathesis Polymerization Catalyst Based on an Engineered Variant of the β-Barrel Protein FhuA, Chem.
Eur. J., 2013, 19, 13865-13871.)

1. b) Synthese von Rh-1,5-cyclooctadienyl-cyclopentadienyl-ethyl-maleimid [RhCOD-Katalysator]:

[0108] Cyclooctadien Rhodium Chlorid Dimer [Rh(cod)Cl]2 (79 mg, 0,16 mmol) wird in THF (3 mL) vorgelegt. Zu dieser
Lösung wird eine Lösung aus 2-(cyclopentadienyl)-ethan-1-amin Lithium C7H10NLi (40 mg, 0,37 mmol) in 3 mL THF
zugetropft. Die Lösung wird für 30 Minuten bei 25 °C gerührt. Anschließend wird N-methyoxcarbonylmaleimid (C6H5NO4)
(55 mg, 0,37 mmol) in 10 mL THF langsam zugetropft, und die Reaktionsmischung für 24 Stunden bei 25 °C gerührt.
Nach beendeter Reaktion wird Wasser (30 mL) zugegeben, und die Lösung mit DCM (3 x 30 mL) ausgeschüttelt. Das
organische Lösungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchromatographisch aufgereinigt (Al2O3,
THF). Der Rh-Katalysator (C21H26NO2Rh) wird als oranges Pulver (ca. 50 mg) erhalten. (Vgl. hierzu Onoda, A., Fukumoto,
K., Arlt, M., Bocola, M., Schwaneberg U., Hayashi, T., A rhodium complex-linked β-barrel protein as a hybrid biocatalyst
for phenylacetylene polymerization", Chem. Comm., 2012, 48, 9756-9758.)

2. Bereitstellung des Expressionsstamms E. coli BL21 (DF-3):

E. coli BL21 (DE3) wurde erhalten von Novagen.

3. Design und Herstellung des Proteingerüsts (hier: Cys-LCI (SEQ ID No: 9; SEQ ID No: 10):

[0109] LCI-Cys wurde als synthetisches Gen basierend auf der Kristallstruktur 2B9K mit einem zusätzlichen freien
Cystein am N-terminus erhalten. Die Darstellung des LCI-Cys an der Zelloberfläche wurde erreicht durch ein EstA
Autotransporter System (Becker, S., Theile, S., Heppeler, N., Michalczyk, A., Wentzel, A., Wilhelm, S., Jaeger, K.-E.,
and Kolmar, H. (2005). FEBS Lett. 579, 1177-1182.). EstA besteht aus einer N-terminalen Domäne mit Esteraseaktivität
und der C-terminalen Domäne, die eine fassartige Struktur durch die äußere Bakterienmembran bildet. Die C-terminale
Domäne reguliert die Translokation der Esteraseaktivität an die Zelloberfläche. Durch Deaktivierung der Esteraseaktivität
und Modifizierung des N-Terminus mit LCI-Cys und einem 14 Aminosäurelinker kann die Zelloberflächenpräsentation
des LCI-Cys ermöglicht werden (csd-LCI-Cys). Mittels PLICing wurde die EstA-Sequenz in das LCI-Cys-Plasmid einge-
fügt.
Die Expression wurde durchgeführt in LB-Medium, enthaltend 1 mM Ampicillin, als Vorkultur und TB als Hauptkultur bei
37 °C für 12 h mit Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG, 1 mM), um die Expression zu induzieren. Nach Über-
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nachtexpression wurde die Kultur durch Zentrifugation geerntet.

4. Anbinden der katalytisch aktiven Metallkomplexe an das Proteingerüst:

[0110] Das geerntete Pellet wurde mit ddH2O/Glyzerin gewaschen und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Zellen
werden anschließend lyophilisiert und in Puffer (20 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 8) rehydriert. Die jeweiligen Metallkomplexe
werden via Maleimid und Cystein gekoppelt mit 10 Äquivalenten Katalysator in PBS-Puffer (pH 7,5) und 20% (v/v) THF
als Co-Lösungsmittel. Die Suspension wird 24 h bei Raumtemperatur gerührt, gereinigt durch Zentrifugation (4000 rpm,
10 min) und mit Puffer/THF (5:1) mindestens 3 Mal und mit reinem Puffer mindestens 2 Mal gewaschen. Die Waschlö-
sungen werden mit Hilfe von HPLC-Chromatographie untersucht, um die Entfernung von nicht gebundenem Katalysator
zu bestätigen. (Als Negativkontrolle wird die Variante LCI ohne frei verfügbares Cystein (SEQ ID No: 11; SEQ ID No:
12) verwendet.)

5. Katalytische Reaktion mit erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systemen:

5.a) Phenylacetylen-Polymerisierung und -Trimerisierung:

[0111] Für die Phenylacetylen-Polymerisierung wurden 5 ml einer Zellsuspension aus Biohybridkatalysator-Systemen
mit RhCOD-Katalysator (s.o., Bsp. 1.b) in 10 mM NaPi (pH 8), entsprechend einer molaren Katalysatorladung von 0,1
Mol%, bereitgestellt und mit 15 ml Monomer (Phenylacetylen) versetzt. Nach 48 h Rühren bei 25 °C wurden die Produkte
isoliert und mittels NMR-Spektroskopie identifiziert.

5.b) Metathese (ROMP, RCM, CM):

[0112] Für die ROMP wurden 5 ml einer Zellsuspension aus Biohybridkatalysator-Systemen mit Grubbs-Hoveyda-II-
Katalysator mit Maleimid-Gruppe (s.o., Bsp. 1.a) in 10 mM NaPi (pH 5,8) mit 20% (v/v) THF, entsprechend einer molaren
Katalysatorladung von 0,1 Mol%, bereitgestellt und mit 15 ml Monomer (7-Oxanorbonen) versetzt. Nach 68 h Rühren
bei 25 °C wurden die Produkte isoliert und mittels NMR-Spektroskopie identifiziert.

Beispiel 4: E. coli Biohybridkatalysator-Systeme mit csdNitrobindin-NB4 als Proteingerüst

1. Synthese katalytisch aktiver Metallkomplexe:

1.a) Synthese von ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-(methyl-N-maleimidopropansäure-ester)-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isop-
ropoxybenzyliden] ruthenium(IV)-dichlorid) [Grubbs-Hoveyda-II mit Maleimid-Gruppe]:

[0113] 1,3-Dimesityl-4,5-dihydro-4-(tetrahydropyranyl)-1H-imidazol-3-ium-chlorid (503 mg, 1,10 mmol) wurde in THF
(5 mL) aufgenommen und mit Kaliumhexamethyldisilazid (220 mg, 1,10 mmol) versetzt. Diese Lösung wurde zu einer
Lösung des Grubbs-Katalysator der ersten Generation (823 mg, 1,00 mmol, 1,00 Äquiv.) in THF (10 mL) zugefügt. Das
Reaktionsgemisch wurde für 16 h bei 60 °C gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter Vakuum entfernt, der rote Rückstand
in Benzol (3 mL) aufgenommen und säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Lösungsmittel: n-Pentan/Et2O -
2:1). Der Grubbs-Katalysator der zweiten Generation (Tricyclohexylphosphin[1,3-bis(1-mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-
dihydroimidazol-2-yliden][benzyliden]ruthenium(IV)-dichlorid) wurde als roter Feststoff erhalten.
[0114] Tricyclohexylphosphin[1,3-bis(1-mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][benzyliden]ruthe-
nium(IV)-dichlorid (860 mg, 0,891 mmol) und Kupfer(I)-Chlorid (133 mg, 1,34 mmol) wurden in DCM (8 mL) aufgenom-
men. Zu der roten Lösung wurde eine Lösung aus 2-Isopropoxystyrol (182 mg, 1,13 mmol) in DCM (2 mL) zugetropft.
Das Reaktionsgemisch wurde für 3 h bei 40 °C gerührt, bis die Lösung grün gefärbt war. Das Lösungsmittel wurde unter
Vakuum entfernt und der braun-grüne Rückstand in Pentan/DCM (2:1) aufgenommen und über Celite filtriert. Das
Lösungsmittel wurde eingeengt und die braun-grüne Lösung säulenchromatographisch an Kieselgel (Lösungsmittel:
erst DCM, dann EtOAc) gereinigt. Der geschützte Grubbs-Hoveyda Katalysator der zweiten Generation ([1,3-bis(1-
mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxybenzyliden]ruthenium(IV)-dichlorid) wurde als
grüner Feststoff (550 mg, 0,74 mmol) erhalten. Eine Lösung aus [1,3-bis(1-mesityl)-4-tetrahydropyranyl-4,5-dihydroimi-
dazol-2-yliden][2-isopropoxybenzyliden]ruthenium(IV)-dichlorid (550 mg, 0,74 mmol) in Ethanol (20 mL) wurde mit wäss-
riger HCl-Lösung (1,0 M, 0,30 mL) versetzt und für 20 min mit Argon entgast. Die Lösung wurde unter Argonatmosphäre
für 72 h gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter Vakuum entfernt. Der grüne Rückstand wurde in DCM (20 mL) aufge-
nommen und mit Wasser (2 x 20 mL) gewaschen. Die org. Phase wurde über Na2SO4 getrocknet, das Lösungsmittel
unter Vakuum entfernt und der grün-braune Rückstand säulenchromatographisch an Kieselgel (Lösungsmittel: DCM)
gereinigt. Der Grubbs-Hoveyda Katalysator der zweiten Generation ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-methylhydroxy-4,5-dihydroi-



EP 3 348 326 A1

16

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

midazol-2-yliden][2-isopropoxybenzyliden]-ruthenium (IV)-dichlorid) konnte als grüner Feststoff (350 mg, 0,533 mmol)
erhalten werden.
[0115] ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-methylhydroxy-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-isopropoxybenzyliden]ruthe-
nium(IV)-dichlorid) (30 mg, 0,05 mmol) wurde in THF (0,5 mL) vorgelegt. Eine äquimolare Menge des N-Maleimidopro-
pansäurechlorids (13 mg, 0,05 mmol) wurde in THF (0,5 mL) zugetropft. Zu der Lösung wurde NaHCO3 (30 mg, 0,35
mmol) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde für 24 h bei 25 °C gerührt. Anschließend wurde die Lösung filtriert
und mit Et2O (15 mL) verdünnt. Die Lösung wurde mit Wasser (3 x 15 mL) gewaschen und die org. Phase über Na2SO4
getrocknet und das Lösungsmittel unter Vakuum entfernt. Der Grubbs-Hoveyda Katalysator der zweiten Generation mit
Maleimid-Gruppe ([1,3-Bis(1-mesityl)-4-(methyl-N-maleimidopropansäure-ester)-4,5-dihydroimidazol-2-yliden][2-iso-
propoxybenzyliden] ruthenium(IV)-dichlorid) wurde als grüner Feststoff (35 mg, 0,047 mmol) erhalten. (Vgl. hierzu Philip-
part, F., Arlt, M., Gotzen, S., Tenne, S.-J., Bocola, M., Chen, H.-H., Zhu, L., Schwaneberg, U. und Okuda, J., A Biohybrid
Ring-Opening Metathesis Polymerization Catalyst Based on an Engineered Variant of the β-Barrel Protein FhuA, Chem.
Eur. J., 2013, 19, 13865-13871.)

1. b) Synthese von Rh-1,5-cyclooctadienyl-cyclopentadienyl-ethyl-maleimid [RhCOD-Katalysator]:

[0116] Cyclooctadien Rhodium Chlorid Dimer [Rh(cod)Cl]2 (79 mg, 0,16 mmol) wird in THF (3 mL) vorgelegt. Zu dieser
Lösung wird eine Lösung aus 2-(cyclopentadienyl)-ethan-1-amin Lithium C7H10NLi (40 mg, 0,37 mmol) in 3 mL THF
zugetropft. Die Lösung wird für 30 Minuten bei 25 °C gerührt. Anschließend wird N-methyoxcarbonylmaleimid (C6H5NO4)
(55 mg, 0,37 mmol) in 10 mL THF langsam zugetropft, und die Reaktionsmischung für 24 Stunden bei 25 °C gerührt.
Nach beendeter Reaktion wird Wasser (30 mL) zugegeben, und die Lösung mit DCM (3 x 30 mL) ausgeschüttelt. Das
organische Lösungsmittel wird im Vakuum entfernt und der Rückstand säulenchromatographisch aufgereinigt (Al2O3,
THF). Der Rh-Katalysator (C21H26NO2Rh) wird als oranges Pulver (ca. 50 mg) erhalten. (Vgl. hierzu Onoda, A., Fukumoto,
K., Arlt, M., Bocola, M., Schwaneberg U., Hayashi, T., A rhodium complex-linked β-barrel protein as a hybrid biocatalyst
for phenylacetylene polymerization", Chem. Comm., 2012, 48, 9756-9758.)

2. Bereitstellung des Expressionsstamms E. coli BL21(DE3):

E. coli BL21 (DE3) wurde erhalten von Novagen.

3. Design und Herstellung des Proteingerüsts (hier: csd-NB4 (SEQ ID No: 13; SEQ ID No: 14):

[0117] Das Nitrobindin-NB4 Biohybridkatalysatorgerüst wurde erhalten von Fukumoto et al. (K. Fukumoto, A. Onoda,
E. Mizohata, M. Bocola, T. Inoue, U. Schwaneberg, T. Hayashi, ChemCatChem. (2014), 6, 1229-1235). Die Darstellung
des NB4 an der Zelloberfläche wurde erreicht durch ein EstA Autotransporter System (Becker, S., Theile, S., Heppeler,
N., Michalczyk, A., Wentzel, A., Wilhelm, S., Jaeger, K.-E., and Kolmar, H. (2005). FEBS Lett. 579, 1177-1182.). EstA
besteht aus einer N-terminalen Domäne mit Esteraseaktivität und der C-terminalen Domäne, die eine fassartige Struktur
durch die äußere Bakterienmembran bildet. Die C-terminale Domäne reguliert die Translokation der Esteraseaktivität
an die Zelloberfläche. Durch Deaktivierung der Esteraseaktivität und Modifizierung des N-Terminus mit NB-4, kann die
Zelloberflächenpräsentation des NB4 ermöglicht werden (csd-NB4). Mittels Restriktionsverdau und anschließender Li-
gation wurde die NB4-Sequenz in das EstA-Plasmid eingefügt. Die Expression wurde durchgeführt in LB-Medium,
enthaltend 1 mM Ampicillin, als Vorkultur und LB als Hauptkultur bei 18 °C für 12 h mit Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyra-
nosid (IPTG, 1 mM), um die Expression zu induzieren. Nach Übernachtexpression wurde die Kultur durch Zentrifugation
geerntet.

4. Anbinden der katalytisch aktiven Metallkomplexe an das Proteingerüst:

[0118] Die geernteten Zellen wurden bei -20°C eingefroren, anschließend lyophilisiert und in Puffer (20 mM Tris, 100
mM NaCl, pH 8) rehydriert. Die Metallkomplexe wurden via Maleimid und Cystein gekoppelt mit 100 Äquivalenten
Katalysator in PBS-Puffer (pH 7,5) und 20% (v/v) THF als Co-Lösungsmittel. Die Suspension wurde 30 min bei Raum-
temperatur gerührt, gereinigt durch Zentrifugation (4000 rpm, 10 min) und mit Puffer/THF (1:1) mindestens 3 Mal und
mit Puffer mindestens 2 Mal gewaschen. (Als Negativkontrolle wurde die Variante Nitrobindin ohne frei verfügbares
Cystein (SEQ ID No: 15; SEQ ID No: 16) verwendet.)
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5. Katalytische Reaktion mit erfindungsgemäßen Biohybridkatalysator-Systemen:

5.a) Phenylacetylen-Polymerisierung und -Trimerisierung:

[0119] Für die Phenylacetylen-Polymerisierung wurden 5 ml einer Zellsuspension aus Biohybridkatalysator-Systemen
mit RhCOD-Katalysator (s.o., Bsp. 1.b) in 10 mM NaPi (pH 8), entsprechend einer molaren Katalysatorladung von 0,1
Mol%, bereitgestellt und mit 1M Monomer (Phenylacetylen) versetzt. Nach 12 h Rühren bei 25 °C wurden die Produkte
isoliert und mittels NMR-Spektroskopie identifiziert.

5.b) Metathese (ROMP, RCM, CM):

[0120] Für die ROMP wurden 5 ml einer Zellsuspension aus Biohybridkatalysator-Systemen mit Grubbs-Hoveyda-II-
Katalysator mit Maleimid-Gruppe (s.o., Bsp. 1.a) in 10 mM NaPi (pH 5,8) mit 20% (v/v) THF, entsprechend einer molaren
Katalysatorladung von 0,1 Mol%, bereitgestellt und mit 15 ml Monomer (7-Oxanorbonen) versetzt. Nach 68 h Rühren
bei 25 °C wurden die Produkte isoliert und mittels NMR-Spektroskopie identifiziert.
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Patentansprüche

1. Biohybridkatalysator-System, umfassend oder bestehend aus

(a) einer intakten, nicht-menschlichen Zelle und
(b) einem oder mehreren künstlichen Metalloenzym(en) bestehend aus

(b1) einem Proteingerüst und
(b2) einem an das Proteingerüst angebundenen, katalytisch aktiven Metallkomplex, enthaltend ein Über-
gangsmetall, vorzugsweise ein Metall ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus Ruthenium, Rhodium,
Cobalt, Kupfer, Iridium, Mangan, Palladium und Platin,

wobei das/die Metalloenzym(e) in der Zellmembran verankert und/oder an der Zelloberfläche der Zelle angebunden
ist/sind und
wobei der Metallkomplex ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus organometallischen Katalysatoren, vor-
zugsweise Grubbs-Hoveyda-Katalysatoren, Rh-Cyclopentadien-Katalysatoren, Rh-Carben-Katalysatoren, Cu-Car-
ben-Katalysatoren, Cu-Terpyridin-Katalysatoren, Cu-Phenanthrolin-Katalysatoren, Cu-Pyren-Katalysatoren, Co-
Terpyridin-Katalysatoren, Pt-Terpyridin-Katalysatoren, Pt-Carben-Katalysatoren, Pd-Terpyridin-Katalysatoren, Pd-
Carben-Katalysatoren, Ir-Carben-Katalysatoren und Mn-Cyclopentadienyl-Katalysatoren.

2. Biohybridkatalysator-System nach Anspruch 1, wobei die Zelle ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus
Bakterienzellen, vorzugsweise gram-negativen Bakterienzellen.

3. Biohybridkatalysator-System nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Proteingerüst ausgewählt ist aus der Gruppe
bestehend aus Transmembranproteinen und löslichen Proteinen, vorzugsweise solchen mit beta-Fassstruktur, vor-
zugsweise solchen mit 6 bis 24 beta-Faltblättern, bevorzugt FhuA oder Nitrobindin, membranständigen oder ver-
ankerten Proteinen, vorzugsweise LCI.

4. Biohybridkatalysator-System nach einem der vorangehenden Ansprüche, wobei das/die Metalloenzym(e) über Zel-
loberflächendisplay an der Zelloberfläche der Zelle angebunden ist/sind.

5. Verfahren zur Herstellung eines Biohybridkatalysator-Systems nach einem der vorangehenden Ansprüche, umfas-
send folgende Schritte:

(ii.1) Bereitstellen eines Proteingerüsts, das Bestandteil einer intakten, nicht-menschlichen Zelle, vorzugsweise
Bestandteil der Zellmembran und/oder der Zelloberfläche einer intakten, nicht-menschlichen Zelle ist, und
(ii.2) Anbinden eines katalytisch aktiven Metallkomplexes, enthaltend ein Übergangsmetall, vorzugsweise ein
Metall ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus Ruthenium, Rhodium, Cobalt, Kupfer, Iridium, Mangan,
Palladium und Platin, an das Proteingerüst, vorzugsweise mithilfe dativer oder supramolekularer Wechselwir-
kungen oder mithilfe kovalenter Bindungen,

wobei der Metallkomplex in Schritt (ii.2) ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus organometallischen Kataly-
satoren, vorzugsweise Grubbs-Hoveyda-Katalysatoren, Rh-Cyclopentadien-Katalysatoren, Rh-Carben-Katalysato-
ren, Cu-Carben-Katalysatoren, Cu-Terpyridin-Katalysatoren, Cu-Phenanthrolin-Katalysatoren, Cu-Pyren- und Co-
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Terpyridin-Katalysatoren, Pt-Terpyridin-Katalysatoren, Pt-Carben-Katalysatoren, Pd-Terpyridin-Katalysatoren, Pd-
Carben-Katalysatoren, Ir-Carben-Katalysatoren und Mn-Cyclopentad ienyl-Katalysatoren.

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei die Zelle in Schritt (ii.1) ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus Bakteri-
enzellen, vorzugsweise gram-negativen Bakterienzellen.

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Proteingerüst in Schritt (ii.1) ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend
aus Transmembranproteinen und löslichen Proteinen, vorzugsweise solchen mit beta-Fassstruktur, vorzugsweise
solchen mit 6 bis 24 beta-Faltblättern, bevorzugt FhuA oder Nitrobindin, membranständigen oder verankerten Pro-
teinen, vorzugsweise LCI.

8. Biohybridkatalysator-System nach einem der Ansprüche 1 bis 4, hergestellt oder herstellbar durch ein Verfahren
nach einem der Ansprüche 5 bis 7.

9. Verfahren zur Katalyse einer chemischen Reaktion, umfassend folgende Schritte:

(a) Bereitstellen eines Biohybridkatalysator-Systems nach einem der Ansprüche 1 bis 4 oder 8, und
(b) Katalyse einer chemischen Reaktion unter Verwendung des Biohybridkatalysator-Systems, wobei die Re-
aktion durch die katalytische Aktivität des an das Proteingerüst angebundenen, katalytisch aktiven Metallkom-
plexes katalysiert wird.

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die chemische Reaktion ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus Metathese,
Acetylen-Trimerisierung und -Polymerisierung, Diels-Alder-Reaktionen, Hydrogenierungen und Lactidpolymerisa-
tionen.

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, zudem umfassend, vorzugsweise zwischen Schritt (a) und Schritt (b), folgenden
Schritt:

- Immobilisierung der intakten, nicht-menschlichen Zelle des Biohybridkatalysator-Systems gemäß einem der
Ansprüche 1 bis 4 oder 8 an der Oberfläche eines Objekts.

12. Verfahren nach einem der Ansprüche 9 bis 11, zudem umfassend folgenden Schritt:

- Abtrennen des Biohybridkatalysator-Systems von dem/den Reaktionsprodukt(en) der chemischen Reaktion.

13. Verwendung eines Biohybridkatalysator-Systems nach einem der Ansprüche 1 bis 4 oder 8 als Katalysator zur
Katalyse einer chemischen Reaktion, vorzugsweise zur Katalyse einer Reaktion wie in Anspruch 10 definiert.
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